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(57) Zurchemischen BehandlungphenoltscherVer- 
blndungen und/oder aromatischer Amine, insbesonde- 
re Farbstoffe, wird eln Biokatalysator berettgesteltt, der 
dadurch gekennzeichnet 1st, dass laccasehflltlge bakte- 
rielle Sporen In und/oder auf einem Trager immobilisiert 



sind Die bakteriellen Laccasen konnen im Gegensatz 
zu Pilzlaccasen auch bei hoheren Temperaturen und 
pH-Werten eingesetzt werden. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betriffi die Verwendung bakteri- 
eller Enzyme. Ferner betriffi die Erfindung einen Bioka- 
talysator zur chemischen Behandlung phenolischer 
Verbindungen und/oderaromatischer Amine, insbeson- 
dere Farbstoffe, sowie ein Verfahren zum Entfarben von 
Textllprozesswassern und/oder -abwassern. 
[0002] ' Unter chemischer Behandlung im Sinne der 
vorliegenden Erfindung werden zum Beispiel oxidative 
Abbaureaktionen und oxidative Kupplungen verstan- 
den. 

[0003] Phenollsche Verbindungen und Aniline kon- 
nen unter dem Einfluss von Enzymen moditlziert und 
vollstandigmineralisiert werden. Diese'Klasse von Pro- 
zessen wird In dlversen industrielien Anwendungen ge- 
nutzt, z. B. zur Enrf&rbung von Farbstoffen und Pigmen- 
ted in der Reinigung von Abwassern von Textilfabriken 
und Olivenverpressungsanlagen, bei der Behandlung 
von Wetn oder der Biotransformation organischer Che- 
mikalien. 

[0004] Laccasen, oxidative Enzyme, die Insbesonde- 
re von WeiBfflulepllzen gebiidet wenden, sind beson- 
ders geeignet fur groBtechntsche Anwendungen, da sie 
abgesehen von molekularem Sauerstoff als Cosubstrat 
keinerlei teure Cofaktoren wle NAD(P)H oder FADH be- 
nfitigen und aufgrund (hrer brelten Substratspezlfltat 
vielfaltig einsetzbar sind. 

[0005] ' Es ist berelts seit einigen Jahren bekannt, dass 
Laccasen aus Pilzen zur Entfa'rbung von Prozesswas- 
sern eingesetzt werden konnen. In der US 5,795,855 A 
und von Call et al. (J. Blotechnol. 53 (1997), 1 83-202) 
wird der Einsatz von Laccasen, besonders unter Zusatz 
von niedermolekularen Mediatoren (GB 2 304 1 07 A), 
zur EntfSrbung von ligninhaltigen Wassern, die in der 
Zellstoffindustrie oder bei der Papiererzeugung anfal- 
len, beschrieben. Reaktoren zur Entfarbung von farb- 
stoffhartigen Abwassern aus der Textiiindustrie wurden 
in der US 6,399,561 B beschrieben. 
[0006] Die Reckentfarbung von Textiiien im Zuge der 
Reinigung von Kleidung kann ebentalis durch den Zu- 
satz von Laccasen ertolgen (GB 2 304 107 A). In ahnli- 
cher Welse kann uberschusslger Farbstoff von nach 
verschiedenen FSrbeverfahren gefarbten Textiiien Lac- 
case-katalysiert entfemt werden, wie in der WO 
01/48304 A beschrieben. Die US 6,322,596 B be- 
schrelbt ein Verfahren, bei dem die Laccase-katalysier- 
te Farbstoff entfa'rbung dazu ausgenutzt wird, gezielte 
Entfarbungsmuster auf vorgeffirbten Stoffen zu'erzeu- 
gen. Dabei wird tiberein Inkjet-Printing-Verfahren eine 
Losung mft einem Laccasepraparat auf das geffirbte 
Material an definierten Stellen aufgebracht, die sich ent- 
ffirben und ein Muster auf dem gefarbten Untergrund 
hinteriassen. 

[COOT] Unter bestlmmten Reaktionsbedingungen 
konnen Laccasen auch als Polymerisationskataiysato- 
ren fungieren (Aktas et al., Bioresource Technology 80 
(•2001), 29-36; Ikeda et al., Macromolecules 29 (1996), 



3053-3054) bzw. oxidative Kupplungsreaktionen he"r- 
beifuhren (US 6,471,730 B). Laccasen konnen auch 
eingesetzt werden, urn gefarbte Substanzen zu erzeu- 
gen. So ist etwa durch die oxidative Kuppiung eines me- 

5 thylierten Hydroxyanthranilsaure-Derivats von Osla- 
dacz et al. (J. Biotechnol. 72 (1 999), 141-149) ein hete- 
rocyciischer Acttnocinfarbstoff erzeugt worden. 
[0008] Erst kurzlich wurde Ober die Verwendung von 
Laccasen zur Synthese einer Reihe von teitweise neuen 

10 Farbstoffen berichtet. Besonderes Interesse hat dabei 
die z.B. in der US 6,471 ,730 B, der EP 1 240 890 A, der 
WO 00/57848 A und der US 5,948,121 A beschriebene 
simultane in-sltu FSrbung von Keratinfasern durch ein 
Laccasepraparat auf sich gezogen. Eine analoge in-sfru 

75 Farbeprozedur fur Textiiien wurde vor kurzem in der US 
6,296,572 B vorgeschlagen. 

[0009] Alle oben genannten Verfahren basieren auf 
der Verwendung von Laccasen aus Pilzen , die entweder 
mil Pilzen odercloniert in Bakterien und Hefen (Jonsson 
20 et al., Curr. Genet. 32.6 (1997), 425-430; WO 01/92498 
A) produziert werden. 

[0010] Laccasen k&nnen als frele Enzyme eingesetzt 
werden, was allerdings den Nachtell hat, dass sie in Pro- 
. zessen nicht im Kreislauf gef uhrt und damlt nicht mehr- 
25 fach verwendet werden konnen. Deshalb basieren in- 
dustries Prozesse auf der Verwendung von Immoblll- 
sierten Laccasen. 

[0011] Laccasen, die aus unterschiedlichen WeiBffiu- 
lepllzen gewonnen werden konnen, sind in Umgebun- 
30 gen von saurem bis neutralem pH bei moderaten Tem- 
peraturen, d.h. unterhalbvon 50°C, einsetzbar. Fur eine 
Vielzahl von Anwendungen ware es jedoch von Vorteil. 
auch uber Laccasesysteme zu verfugen, die im Alkali- 
schen und bei erhohter Temperatur noch hohe Aktrvita- 
35 ten zeigen. Pilzlaccasen werden unter solchen Bedin- 
gungen in der Regel inaktiviert und zerst6rt. 
[001 2] Gewoh nlich kommen fur die Biotransformatio- 
nen und enzymatischen Abbaureaktionen lebende Pilze 
zum Einsatz. GroBter Nachteil dieser Methode ist neben 
40 der Beschrankung.auf physiologische Umgebungstem- 
peraturen und pH-Werte beispieisweise des Abwassers 
die zum Zellwachstum benotigte kontinuierliche Zufuh- 
rung von Nfihrstoffen und Mlneralien. Zudem werden 
neben der gewunschten Laccase immer auch andere, 
45 in der Regel unerwiinschte Stoffwechsefprodukte in das 
umgebende Medium ausgeschieden. 
[0013] Die Erfindung bezweckt die Oberwindung der 
oben genannten Nachteile und Schwierigkelten und 
stelft sich die Aufgabe, Laccasen zur chemischen Be- 
so handlung phenolischer Verbindungen und/oder aroma- 
tischer Amine bereltzusteflen sowie einen Biokatafysa- 
tor, der bei hoheren Temperaturen und pH-Werten ein- 
gesetzt werden kann und we der Nfihrstoffe ben6tigt, 
noch unerwiinschte Nebenprodukte erzeugt. Ferner soil 
55 ein Verfahren zum EntfSrben von Texti'prozesswassern 
und/oder - abw&ssern vorgesehen werden. 
[0014] Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch 
die Verwendung bakterieller Laccasen, insbesondere in 
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Form laccasehSltiger bakterielier Sporen gelost. 
[0015] Vorzugsweise warden die bakteriellen Lacca- 
sen zum Entfarben eingesetzt, wobel die Farbstoffe oxi- 
dativ abgebaut werden. 

[001 6] In bevorzugter Weise werden die bakteriellen 
Laccasen 2ur Synthese von Farbstoffe n verwendet, wo- 
bei die Synthese uber eine oxidative Kupplungsreaktion 
erfolgt. 

[0017] Von Diamantldis et al. (Soil Biology and Bio- 
chemistry 32.7 (2000), 919-927) sowie Martins et al. (J. 
Biol. Chem. 277.21 (2002), 1 8849-1 BB59) wurden Lac- 
casen auch schon als originar in Bakterien nachgewie- 
sen und sowohl hinsichtlich ihrer physlkalisch-chemi- 
schen Elgenschaften als auch ihrer genetischen Prove- 
nienz charakterislert. Die Anwendung bakterielier Lac- 
casen oder laccaseh&ttiger bakterielier Sporen zurche- 
mischen Behandlung, insbesondere zum oxidativen Ab- 
bau oder zur oxidativen Kupplung phenollscher Verbln- 
dungen und/oder aromatischer Amine, besonders von 
Farbstoffen, wurde jedoch nicht beschrieben. 
[0018] Im Gegensatz zu Laccasen von WelBfSuleplI- 
zen welsen bakterielle Laccasen zumeist pH-Optima im 
alkalischen Bereich auf und sind auch unempfindlicher 
gegenQber extremeren Temperaturen. 
[0019] Der erfindungsgemfi&e enzymatische Bioka- 
talysator ist dadurch gekennzeichnet, dass laccasehfil- 
tige bakterielle Sporen in und/oder au1 einem Trfiger im- 
mobliislert slnd. 

[0020] Der erfindungsgema'Be Biokatafysator macht 
sich origlnfir von Bakterien gebildete und an der Spo- 
renoberflache immobilisierte Phenoloxidasen zunutze 
und ermdglicht damit die Anwendung einer einfach 
handhabbaren Biokatalysatorform mil neuem Eigen- 
schaftsprofll hinsichtlich der Stabilitat und der anwend- 
baren Reaktibnsbedingungen im industriellen Umfeid 
von Text I (Industrie, Papier- und Zelistoffindustrie sowie 
ahnlichen Industrien, bei deren Tatigkelten Verbindun- 
gen entstehen, die potentiell durch Einwirkung von Lac- 
casen oxidierbar sind. 

[0021 ] Vorzugsweise ist derTrSgerfur die laccasehal- 
tlgen Sporen ausgewfihlt aus der Gruppe bestehend 
aus nattirlichen und synthetischen Schwammen, pulve- 
risierten Cellulosematerialien, Holzrinde, Calciumalgi- 
nat-Gelen, Aluminiumoxid, Glas, natQrtichen und syn- 
thetischen Polymeron und Copolymeren. 
[0022] Die immobllisierung ist bevorzugt durch min- 
destens eines, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus Absorption, Elnschluss und kovalente Bindung er- 
folgt, wobei die kovalente Bindung vorzugsweise uber 
funktionelie Gruppen, ausgewfihlt aus der Gruppe be- 
stehend aus Amlnen, Alkoholen, Hydroxlden, Thiolen, 
Carbonylen und Epoxiden, erfolgt ist. 
[0023] In einer bevorzugten Ausfuhrungstorm sind 
die Sporen mittels eines Polymerspacers, ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus Polyethyiengiykol, Po- 
lyethoxyethylen, BSA, Cellulose, Dextran und Xyian, 
kovalent an den TrSger gebunden. 
[0024] Vorzugsweise stammen die Sporen von lacca- 



setragenden Bacillus sp. oder Closlridien sp., insbeson- 
dere Bacillus subtilis. 

[0025] Das erfindungsgemaBe Verfahren zum Entfar- 
ben von Textilprozesswassem und/oder abwassern ist 
5 dadurch gekennzeichnet, dass die Prozess- und/oder 
Abwasser mlt einem erfindungsgemaBen Biokataiysa- 
tor in Kontakt gebracht werden. 
[0026] Die harten Bedingungen, die Qblicherweise in 
Textilprozesswassem vorherrschen, wirken sich auf- 
10 grund der Eigenschaften der bakteriellen Laccasen 
weitaus weniger drastisch aus, wohingegen Pilzsyste- 
me fur solche Anwendungen nahezu ganzlich ungeeig- 
net sind, Im Zusammenhang mit der Anwendung von 
Sporen wirken sich die SuBerst iebensfeindlichen Be- 
ts dingungen sogar posrtiv aus, da sie das Auskeimen der 
Sporen verhindem. Die Immobllisierung der Sporen auf 
geeigneten TrSgemnaterialien liefert folglich eine einfa- 
che und praktikable Losung fur das Problem kontinuier- 
flcher Biotransformation en, Insbesondere in der Aroma- 
20 tenmodifikation. 

[0027] GemSB einer bevorzugten Ausfuhrungstorm 
werden die Prozess- und/oder Abwasser in einem Rohr- 
reaktor mit dem Biokatalysator In Kontakt gebracht und 
kontinuierfich entffirbt 
25 [0028] Besonders vorteilhaft ist das Verfahren, wenn 
das entfarbte Abwasser im F&rbeprozess wiederver- 
wendet wird. 

[0029] Eine Kombination des erfindungsgemaBen 
Biokatalysators mlt Mediatoren (redoxaktiven Substan- 
30 zen) ist ebenfalls tiglich. Der Anwendungsbereich der 
laccasehaitigen bakteriellen Sporen kann dadurch noch 
erweltert werden. 

[0030] Die Erfindung wird nachfolgend anhand von 
Beisplelen.n§her erlautert. 

35 

Beispiele: 

Gewinnung der laccasehfiltigen Sporen 

to [0031] Im Zuge eines groB angelegten Screeningver- 
fahrens nach Laccase produzierenden Bakterien wurde 
eine Reihe von Stammen identlfiziert, in deren Sporen 
Laccasen nachweisbar waren. Die Bakterien wurden 
demgemass bevorzugt auf einem Sporulationsmedium 

45 gezuchtet Fur die Anwendung bei hohen pK-Werten 
und Temperaturen erwiesen sich insbesondere Bacillus 
sp. mlt einem pH-Optimum von 10 und einem Tempera- 
turbptimum von 65°C als geeignet fur die Produktion 
laccasehSltiger Sporen. 

so [0032] Nach Inkubationszelten zwischen 24 und 3$ 
Stunden wurden nur Sporen im Fermentatlonsmedium 
nachgewiesen. Die bakteriellen Sporen wurden geern- 
tet und vom Kultrvationsmedium durch Zentrtfugation 
bei 11.000 g bzw. uber Filtration mlt 0,45 pm - Fittem 

55 abgeirenni. Die Laccaseaktivitat der Sporen erwies sich 
sowohl gegenuber alkalischen pH-Werten als auch ge- 
genQber erhdhter Temperatur als stabil. Die Halbwerts- 
zelt der Laccaseaktlvltfit der Bacillus subtilis - Sporen 
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betrug so beispielsweise bei pH 9,3 und 80°C 25 Minu- 
ten. Die Laccaseaktivltiit erscheint gegenuber hohen 
pH-Werten weitgehend unempfindlich. AnschlieSend 
wurden die Sporen gewaschen und wie nachfolgend be- 
echrieben immobilisiert. Der angefuhrie Immobilisie- 
rungsprozess verhindert die Keimung der Sporen unter 
den Bedingungen des oxidativen Abbaus bzw. der Bio- 
transformation. 

Immobllisierung, der Sporen 

[0033] Im Fall des vorzugsweise eingesetzten y-Alu- 
miniumoxids wurden Aminogruppen mlt Hllfe von 
Triethoxysllanpropylamin in Aceton auf der OberflSche 
des Tragers verankert. Als Vernetzungsreagens diente 
ein bilunKtionales Aldehyd, wie etwa Glutaraldehyd 
oder h6here Homologe. Auch andere blfunktlonelle re- 
aktK/e Reagenzien k6nnen verwendet werden, wie zum 
Beispiel Aldehyddextran, Aminodextran, Polyethylen- 
glykoldiamin, etc. 

[0034] Die Sporen wurden gereinigt und in den fol- 
genden Verfahrensschritten als Pulver eingesetzt. Die 
Sporen wurden rnlttels Glutaraldehyd oderhoheren Ho* 
mologen. vorzugsweise bei einem pH zwischen 7 und 
9, kovalent an den Tr&ger gebunden. 

BqIspIbI 1 

[0035] Aluminiumoxid-Kugeln wurden zweimal in ei- 
ner 6% (v/v) Aminopropyltriethoxysilan-Aceton-L&sung 
fur 1 8 Stunden auf 60°C erhrtzt. Die silanisierten Kugeln 
wurden zweimal mil destilliertem Wasser gewaschen 
und fur zwei Stunden bei 20°C in eine 1 0% (v/v) wass- 
rige Glutaraldehydiosung gegeben. 
[0036] Ferner kbnnen Sporen mittels eines Polymer- 
spacer kovalent an einen Trager gebunden werden. Als 
Spacer konnen synthetische Polymere, wie Polyethy- 
lenglykol, Polyethoxyethylen, etc., und nalurliche Mate- 
rialien, wie BSA, und diverse Polysaccharide (Cellulose, 
Dexlran, Xylan, etc.) genutzt werden. 
[0037] Die funktionellen Endgruppendes Polymers 
mussen aktiviert werden. Hierzu konnen unterschiedli- 
che Reagenzien, wie z.B. Epichloittydrin, Carbonyldi- 
imidazol Oder Cyanurchlorid, verwendet werden. Vor- 
teilhafl dabei slnd Hydroxygruppen, es konnen aber 
auch freie Amingruppen genutzt werden. 

Beispiel 2 

[0038] 4 g PEG (Polyethylenglykol) und 2 g 1 ,1'-Car- 
bonyidlimidazol wurden In 1 00 ml trockenem Dimethyl- 
suffoxid suspendlert und fur 5 Stunden bei Raumtem- 
peratur geruhrt. AnschlleBend wurde das aktivierte Po- 
lymer flltriert, gewaschen und unter Vakuum getrocknet. 
[0039] Die Lange des Spacers kann mittels des Mo- 
lekulargewichts des Polymers denniert werden und ist 
abhangig von der Art der zu immobilisierenden Sporen. 
[0040] Das aktivierte Polymer wurde In schwach ba- 



sischem Medium an den Trager angehangt. 
Beispiel 3 

s [0041] Unterschiedliche Konzentrationen (zwischen 
0,01 und 0,1 g/ml) des aktivierten Polymers wurden ein- 
gesetzt, urn eine homogene und optimale Beladung der 
Trageroberflache zu erzielen. Die Sporen wurden mit 
vorgelegtem modlflziertem Trager in einem entspre- 

10 chenden Puffer suspendiert. Die Reaktionslosung wur- 
de uber Nacht bei 4°C leicht geschuttelt, anschlleSend 
filtrlert und mlt Kaliumphosphat-Puffer gewaschen. Die 
immobilisierten Sporen wurden unter Kuhlung aufbe- 
wahrt. 

15 

Enti&rbung von Prozesswasser 
Beispiel 4 

20 [0042] Textil-Farbeabwfisser, welche 50 mg/l Dia- 
mond-Black als Hauptfarbstoff enthlelren, wurden In ei- 
nem Rohrreaktor mlt immobilisierten Sporen behandett. 
Ein Liter dieses Abwassers wurde bei pH 9 und einer 
Temperatur von 60°C innerhalb von 35 Minuten ent- 

25 farbt. Dieses entfarbte Abwasser wurde zum FSrben mlt 
Reaktrvfarbstoffen - CI Reactive Orange 70 und CI Re : 
active Blue 214 - anstelle von Frischwasser eingesetzt. 
Die Farbstoffe wurden auf gebleichten Baumwollstoffen 
in zwel Abstufungen eingesetzt: schwach - 0,5%, bezo- 

30 gen auf das Stoffgewicht und stark ■ 3%, bezogen auf 
das Stoffgewicht, mit 20 g/l Na 2 C0 3 und 60 g/l Na 2 S0 4 , 
Flussigkeilsverh&ltnls 1:20. 

[0043] Der Farbunterschied, bezogen auf Sloffe, die 
mit Frischwasser gefarbt wurden, ergab bei 0,5% ein 
35 aE* von 0,912 fur Reactive Orange 70 und ein AE* von 
0,174 fur Reactive Blue 214. Fur eine Farbabstufung 
von 3% war aE* 0,342 fur Reactive Orange 70 und 
1 0 , 1 29 f Cir Reactive Blue 214. 

40 Beispiel 5 

[0044] Textil-Ffirbeabwasser, welche 50 mg/l Dia- 
mond Fast Brown als Hauptfarbstoff enthielten, wurden 
In einem Rohrreaktor mit immobilisierten Sporen behan- 
45 deU. Ein Liter dieses Abwassers wurde bei pH 9 und ei- 
nerTemperaturvon 60°C innerhalb von 50 Minuten ent- 
fSrbt. Dieses entfarbte Abwasser wurde zum Ffirben mlt 
Reaktlvfarbstoffen - CI Reactive Orange 70 und CI Re- 
active Blue 214 - anstelle von Frischwasser eingesetzt. 
so Die Farbstoffe wurden auf gebleichten Baumwollstoffen 
in zwel Abstufungen eingesetzt: schwach - 0,5%, bezo- 
gen auf das Stoffgewicht und stark - 3%, bezogen auf 
das Stoffgewicht, mlt 20 g/l Na 2 C0 3 und 60 g/l N^SO^ 
FlussigkeitsverhSltnis 1:20. 
55 [0045] Der Farbunterschied, bezogen auf Stoffe, die 
mlt Frischwasser gefarbt wurden, ergab bei 0,5% ein 
AE* von 1 ,1 05 fur Reactive Orange 70 und ein AE* von 
0,640 fur Reactive Blue 214. Fur eine Farbabstufung 
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von 3% war AE* 0,731 fur Reactive Orange 70 und 
0,319 fur Reactive Blue 214. 

Beispiel 6 

[0046] Textil-Farbeabwasser, welche 50 mg/l Indigo 
als Hauptfarbstotf enthielten, wurden mit immobllisier- 
len Sporen behandelt. Ein Liter dieses Abwassers wur- 
de bei pH 9 und einer Temperatur von 60°C innerhalb 
von 65 Mlnuten entfarbt. Dieses entfarbte Abwasser 
wurde zum Farben mit Reaktivfarbstoffen • CI Reactive 
Orange 70 und CI Reactive Blue 214 - anstelle von 
Frischwasser eingesetzt. Die Farbstoffe wurden auf ge- 
bieichten Baumwollstoffen in zwei Abstufungen einge- 
setzt: schwach • 0,5%, bezogen auf das Stoflgewicht 
und stark • 3%, bezogen auf das Stoffgewicht, mit 20 g/ 
I Ma 2 C0 3 und 60 g/l Na 2 S0 4> FlussigkeitsverhSltnis 1: 
20, 

[0047J Der Farbunterschied, bezogen auf Stoffe, die 
mit Frischwasser gefarbt wurden, ergab bel 0,5% ein 
AE* von 2,726 fur Reactive Orange 70 und ein AE* von 
1,465 fur Reactive Blue 214. Fur elne Farbabstufung 
von 3% war AE* 0,853 fOr Reactive Orange 70 und 
0,699 fur Reactive Blue 214. 

[0048] Die Ergebnisse zeigen, dass mit Hllfe des er- 
findungsgemfiflen Verfahrens entffirbte Text/lprozess- 
wfisser und/oder -abwasser von eilh aft ruckgefuhrt und 
erneut Im Farbeprozess eingesetzt werden konnen. 

Synthese von Farbstoffen unter oxidativer Kuppiung 

Beispiel 7 

[0049] Losuhgen mit 1 g/l Indigo Carmine wurden in 
Gegenwart von 100 mg/l isatin-5-sulfonsaure bel 45°C 
und einem pH-Wert > 5 fur drei Stunden mit immobili- 
sierten Sporen behandelt. Dabei wurde aus dem biau- 
geffirbten Indigo Carmine ein neuer roter Farbstotf er- 
zeugt. Das entsprechende oxidative Kopplungsprodukt 
mit einem urn 249 Einheiteh vergroBerten Molekularge- 
wicht wurde m\tte\$ einer Kombinatlon von Russigkeit- 
schromatographie und Massenspektroskopie nachge- 
wiesen. 

Beispiel B 

[0050] Die zwei wasseri 6s lichen Farbstoffzwischen- 
stufen, 4-Aminodiphenylamln-2-sulfonsaure (CAS 
91-30-5) und 5-Amlno-2-naphthaiensulfons§ure (CAS 
199-79-9), wurden in einem kontlnuieriichen Verfahren 
mit immobllisierten Sporen bel 80°C, einem pH-Wert > 
5 und einer Verweilzeit von 45 Mlnuten behandelt. Dabel 
wurden ein brauner und ein blauerzur Farbung von Tex- 
tilien geeigneter Farbstoff erhalten. Durch oxidative 
Kuppiung der Farbstoffvorstufen wurden auch rote, vio- 
iette und dunke/blaue Produkte erhalten, welche eben- 
f alls zur Farbung von Stoffen geeignet sind. 



Patentanspruche 

1 . Verwendung bakterieller Laccasen zur chemischen 
Behandlung phenolischer Verbindungen und/oder 

5 aromatischer Amine, insbesondere Farbstofie. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 zur Entfarbung, wo- 
bei die chemische Behandlung eine oxidative Ab- 
baureaktion ist. ' 

10 

3. Verwendung nach Anspruch 1 zur Synthese von 
Farbstoffen, wobei die chemische Behandiung eine 
oxidative Kuppiung ist. 

*5 4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3 in 
Form laccaseh&itiger bakterieller Sporen. 

5. Biokatalysator zurchemischen Behandlung pheno- 
lischer Verbindungen und/oder aromatischer Aml- 

20 ne, insbesondere Farbstoffe, gekennzelchnet 
durch in und/oder auf einem TrSger immobllisierte 
laccasehaltige bakterielle Sporen. 

6. Biokatalysator nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
25 zeichnet, dass der Trager ausgewahlt ist aus der 

Gruppe bestehend aus naturiichen und synrheti- 
schen SchwSmmen, pulverislerten Cellulosemate- 
riaiien, Holzrinde, Caiciumalglnat-Gelen, Alumini- 
umoxid, Glas, naturiichen und synthetischen Poly- 
50 meren und Copolymeren. 

7. Biokatalysator nach Anspruch 5 Oder 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass die immobliisierung durch 
mindestens eines, ausgewShlt aus der Gruppe be- 

35 stehend aus Absorption, Einschluss und kovaiente 
Bindung, erfolgt ist. 

8. Biokatalysator nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die kovaiente Bindung uberfunktio- 

40 nolle Gruppen, ausgew&hlt aus der Gruppe beste- 
hend aus Aminen, A/koholen, Hydroxtden, Thioien, 
Carbonyien und Epoxiden, erfolgt ist. 

9. Biokatalysator nach Anspruch 7 oder 8, dadurch 
45 gekennzeichnet, dass die Sporen mitteis eines 

Polymerspacers, ausgewahlt aus der Gruppe be- 
stehend aus Potyethylenglykol, Polyethoxyethyien, 
BSA, Cellulose, Dextran und Xylan, kovaient an 
den TrSger gebunden sind. 

50 

10. Biokatalysator nach einem der Anspruche 5 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Sporen von 
laccasetragenden Bacillus $p. oder Ciostridien sp., 
Insbesondere Bacillus subtllis, stammen. 

55 

11. Verfahren zum Entfarben von TextilprozesswSs- 
sem und/oder -abwassern, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Prozess- und/oder Abwasser mil ei- 
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nem Blokataiysator gem&B einem der Anspruche 5 
bis 1 0 in Kontakt gebracht warden. 

12. Verfahren gemfiS Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zetch net, da&s die Pro2ess- und/oder Abwasser in 5 
einem Rohrreaktor mit dem Biokatalysator in Kon- 
takt gebracht und kontinuierlich entf §rbt werden. 

13, Verfahren nach Anspruch 11 Oder 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass dasentfarbte Abwasser im 10 
Fflrbeprozess wiederverwendet wlrd. 



75 
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Europai&ches Mummer dor AnmeWung 

Patentamt E p Q3 45 0096 



gebGhrenpfuchtige patentansprOche 



Die vorliegende europaiache PatenummeWung enlhielt bei threr Bnrelohung mehr ate zehn PatentansprOche. 



□ 



Nur ein Ten der AnapruohsgebOhren wurde irtnematb der vorgeachriebenen Frist entrichtet. Der vor- 
(tegende europaische Recherchanbencht wurde fOr die ersten zehn eowie fur fane Paterrtanspruche 
erotellt, fDr die AnspruohegebGhren entrichtet wurden, nfimlioh PatentanBpriiche: 



□ 



Keine der Anapruchagebuhren wurde Innethalb der vorgesohriebenen Frist entriohtet. Der vorliegende 
euTqpatsohe Recherohenberioht wurde lur die ersten zehn Palentanspruohe erstelH 



MANGELNDE EINH EiTLlCHKEIT DER ERFMDUNG 



Nach Auffassung der Recherchenabtellung entsprioht die vorliegende europaiache Pelentan meldung nicht den 
Aittordervngen an die Sinheitliohkert der Erfindung und errthSK mehrere Erfindungen oder 
Gruppen von Erflndungen, namilch: 



Siehe Erganzungsblatt B 



□ Alte welteren RecherohengebQhren wurden InnerhaJb der gesetzten Friat entrichtet. Der vortlegende 
europaische Recherohenbericht wurde fur afle PatentansprOche ereteirt. 

□ Da fOr Qlle reoherohierboren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeltsaufwand durchgefQhrt warden 
konnta, der eine zu&atzliche RecherchengebQhr gerechttertlgt hatte, hat die Recherchenabtellung 
nicht zur Zahtung alner sotohen Gebuhr autgefordert 

□ Nur e In Tell der welteren ReoherchengebGhren wurde winerhafo der gesetzten Frist entriohtal Der vor- 
fiegende europaische Recherohenbericht wurde iur die Telle der Anmeldung eretellt, die men auf 
Erfindungen beziehen, (Or die Recherche ngebOhren entrichtet worden Bind, namfich PaterrtansprOche; 



I | Keine der welteren Reoherohengebilhren wurde innerrtatb der geaertzten Frist entrichtet Der vorliegende 
« — I europaische R echo rchen be rich t wurde fur die Telle der Anmeldung erateftt, die atch aul die zuerat in den 
PatentanaprOohen erwahnte Erfindung beziehen, n&mfich PatentanaprDche: 
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Europaisches MANGELNDE EINHEITLICHKEU «umm.r-.r 

PatBntam1 DER ERFINDUNG & 03 45 G096 

ERGANZUNGSBLATT b 

Nach Auffassung der RecherchenabteBung entsprioht die vorliegende &urop&iBotie Paientanmeldung nlcftt den 
Anfonderungen an die BnhshJichkeH der Erfind ung und enth&lt mehrere Erfmdungsn oder Gruppen von 
Erfindungen, n&miich: 

1. Anspriiche: 1-4 

Verwendung bakterieller Laccasen zur chemischen Behandlung 
phenol ischer Verbindungen und/oder aroma tischer Amine 

2. Anspriiche: 5-13 

Biokatalysator zur chemischen Behandlung phenol ischer 
Verbindungen und/oder aromat ischer Amine, insbesondere 
Farbstoffe, gekennzei chnet durch in und/oder auf einem 
Trager inrobi lisierte laccasehSltige bakterielle Sporen und 
Verfahren zum Entf&rben von Texti Iprozesswassern mit diesem 
Biokatalysator 
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ANHANG ZUM EUROPAISCHEN RECHERCHENBERfCHT 
UBER DIE EUROPAlSCHE PATENTANMELDUNG NR. 



EP 03 45 GG96 



In diaoem An hang oind die Mitglieder der Paten HamlJi en dor lm obengenonnten europftraohen fteohenjhenbericht angefOhrten 
Patentdokumento an pegs ben. 

Die Anpaben Ober dio F amiKenmitg fedor enlspfeuhen dem Sland der Dele! das Europarschen Paten) amte am 
Diese Angaben dienen nur zur Unterriohtung.und oriolgen ohno Gewfihr. 

29-09-2083 



lm Roche rc he nbericht 
angefQhrtes Patentdokumant 



Datum der 
VeroWenrfiehung 



Mitglied(er) der 
Pfltentramllie 



Datum der 
Verotfentlichung 



EP 1226882 



31-07-2002 
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AU 
CA 
EP 
WO 



2001157576 
2002027971 
2002028692 
7444200 
2388446 Al 
1226882 Al 
0121332 Al 



12-06-2001 
29-01-2002 
29-01-2002 
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Fur nfihera Einzeihaiten zudieEem Anhertfl : sierte Amtsblati des Europaischen Paientamis, NM2/82 
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